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Pitx2は、ホメオボックスを持つ転写因子である。 Pitx2の左右非対称な発現は、 nodal や lefty-2 と同様にマウス 8 日
座の左側側板中座葉で開始する。これまでに、 nodal や l物ノー2がシグナル因子 Nodal により発現制御されることや、
ニワトリ座やアフリカツメガエル脹を用いた Nodal の異所発現実験による Pitx2の誘導が報告されており、 Pi肱2の発
現は Nodal によって間接的または直接的に開始されることが示唆されていた。また、 Pitx2は、 nodal や lefty.・2が数時







製した。そして Pi伐2の左右非対称な発現が観察される 8 --10 日匪において、 lacZ 遺伝子の発現を X-gal 染色により
調べ、エンハンサー活性の指標とした。
全長41kb にわたる領域を調べた結果、 Pitx2 と同様に 8 --10 日座の左側発現を誘導するエンハンサー (asymmet­
ric enhancer: ASE) がイントロンに存在することが分かった。さらに欠失解析を行い、 ASE を約600bp の領域にマッ
ピングした。
ASE の塩基配列を調べたところ、 Nodal からのシグナル伝達に関わる転写因子 FoxH1の結合配列を 3 ヶ所発見し
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た。その 3 ヶ所全てに点変異を導入し、 FoxH1が結合できないようにしたコンストラクトでは、 8 日匹、 10 日怪と
もに左側発現が消失した。逆に、 FoxH1結合配列のみを 6 つつなげたコンストラクトでは、 8 日座の左側側板中座
葉での発現を観察できた。しかし、 10 日症における器官左側での発現は観察されなかった。これらの結果から、 Fox
H1結合配列が Pitx2の発現開始に必要十分な領域であることが明らかとなった。また、 FoxH1結合配列は10日症の左
側発現にも必要であるが、 FoxH1結合配列だけでは発現を維持できないことも明らかになった。
次に、発現維持に必要な配列を探索するため、 ASE 内の欠失解析を行った。その結果、 5' 側100bp を欠失させる
とほとんどの器官原器で左側発現が消失することが分かった。この100bp の塩基配列を調べたところ、心臓などで発





は、症の左側特異的な Nodal からのシグナルにより FoxH1が ASE に結合することで開始する。 FoxH1が結合した
ASE は、 DNA 構造の変化などによって、 Nkx2-5結合配列に発現維持に働く転写因子が結合できる性質を獲得するo
nkx2・5が発現する組織は Pitx2より狭い領域であることから、発現維持には Nkx2-5だけでなく他の Nkx2ファミリー
の転写因子も働いていると考えているo このように、 Nodal や FoxH1の一過性な発現が消えても、 Nkx2が ASE に
結合することで Pitx2の左側発現は維持される。同時期に Nkx2は匪の右側でも存在しているが、右側では FoxH1が
ASE に結合しなかったため、 Nkx2は ASE に結合できず Pitx2は発現しな L 、。
すなわち、 Pitx2の左右非対称な発現は左側特異的な Nodal シグナルにより開始され、発現が開始された細胞だけ







多くの実験を行っているo その結果、 Pitx2の左右非対称な発現は左側特異的に働いている Nodal からのシグナルに
より開始されること、そして、発現が開始した細胞特異的に Nkx2によって維持されるという 2 段階制御を提示して
おり、左右の非対称性の形成メカニズムの解明に大きな貢献をしたといえる。また、これらの知見は、 Pitx2の機能
解析など、今後の左右非対称な形態形成の研究の手がかりにもなると考えられ、その研究意義は大き L、。さらに、マ
ウス以外にもアフリカツメガエルの Pitx2の発現制御機構についても解析しており、 Pitx2の 2 段階制御を脊椎動物に
共通のメカニズムとして示唆した点も評価できる o
また、本研究で提示された開始と維持の 2 段階制御のメカニズムは、左右軸形成の一場面にとどまらず、発生生物
学に広く応用できるものであると考えられる。よって、本研究は非常に意義あるものであったとし、ここに学位論文
に値すると認める。
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